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Micronucleos y anormalidades nucleares
en células de la mucosa bucal de mujeres
mexicanas con factores de riesgo para
cancer cervicouterino: estudio piloto
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Verénica Benitez-Guerrero,** Martha Ofelia Valle-Solis, **
Leonardo Daniel Molina-Noyola,*** Olivia Torres-Bugarin®™**

RESUMEN. En el mundo, el cancer cervical es el cuarto cdncer mas comun en mujeres; en 2012 se estimaron
528,000 casos nuevos y 266,000 muertes. Una de las caracteristicas es que pacientes con factores de riesgo
presentan inestabilidad del genoma. Por esto, el objetivo fue evaluar la frecuencia de células micronucleadas
(CMN) y anormalidades nucleares (AN) en células de mucosa bucal como medida de inestabilidad genémica en
mujeres mexicanas con factores de riesgo para cancer cervicouterino (CaCu). Material y métodos: Estudio
de casos y controles no pareados. Se evalu6 la frecuencia de CMN y AN —entre ellas, células binucleadas
(BN), ntcleos lobulados (NL), cromatina condensada (CC), cariorrexis (CR), caridlisis (CL)— en células de la
mucosa bucal de mujeres mexicanas con y sin factores de riesgo (grupo control) para CaCu. Los resultados
mostraron mayor frecuencia (p < 0.05) de CMN y NL (implican dano al DNA), BN (debido a dafio en la
citocinesis), asi como CC+CR y CL (dafio citotéxico) en las mujeres con factores de riego para CaCu que en las
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> 3ET = Tres o0 mas embarazos a término. CaCu = Cancer cervicouterino.
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mujeres control. Conclusiéon: Este estudio sugiere que independientemente del namero de factores de riesgo
para CaCu, las pacientes sufren de inestabilidad genémica, genotoxicidad y citotoxicidad; por lo tanto, da la
pauta para ampliar el tamafio de muestra y considerar todos los factores de riesgo descritos para CaCu para
continuar con esta investigacién.

Palabras clave: Cancer cervicouterino, factores de riesgo, prueba de microntcleos y anormalidades
nucleares, genotoxicidad, citotoxicidad.

ABSTRACT. Cervical cdncer is the fourth most common cdncer in women worldwide, with an estimated of
528,000 new cases and 266, 000 deaths in 2012. The aim of the present study was to evaluate the genomic
instability in women with risk factors by means of buccal micronucleus (MN) cytome assay. Material and
methods: A case-control study. The frequencies of nuclear abnormalities —including MN, binucleates (BN),
nuclear buds (NBUDs), condensed chromatin (CC), karyorrhexis (KR) and karyolysis (KL)— were evaluated
in exfoliated buccal mucosa cells collected from 18 Mexican women with cervical cancer risk factors and 10
women without risk factors (control group). The results showed that frequencies of MNi, BN, NL, CC+KR y
KL were significantly increased compared with the control group. Conclusion: Application of the buccal MN-
cytome assay for the study of genomic instability in women with cervical cancer risk factors showed that both

genotoxic and cytotoxic effects can be evaluated in this study group.

Key words: Cervical cancer, risk factors, buccal micronucleus cytome assay, genotoxicity, cytotoxicity.

INTRODUCCION

El CaCU es el cuarto cancer mas comin en mu-
jeres a nivel mundial; en 2012, GLOBOCAN es-
timo6 528,000 casos nuevos y 266,000 muertes.!
Es de destacar que el 87% de las muertes por
este tipo de cancer ocurre en las regiones me-
nos desarrolladas. Especificamente en México,
el CaCu representa un problema de salud pu-
blica, ya que en mujeres es la segunda causa de
muerte por cancer; por ejemplo, en el afio 2013
se registraron 3,771 defunciones entre mujeres
de 25 anos y mas.?

El principal factor etiolégico de casi todos
los canceres del cuello de Gtero es el papiloma-
virus humano (VPH); incluso esta identifica-
do como de alto riesgo.?* Los factores de riesgo
para el desarrollo de CaCu son la edad, haber
tenido dos o méas parejas sexuales, el inicio de
la actividad sexual antes de los 18 aflos, multi-
ples embarazos, antecedentes de enfermedades
de transmisién sexual o de familiares con cancer,
depresion inmune, baja escolaridad, tabaquismo
y consumo de alcohol.>” La vacunacién contra el
VPH es el método de prevenciéon primaria para
cancer cervical; no obstante, su impacto sera ob-
servado hasta dentro de dos o tres décadas. En
consecuencia, la prevencién secundaria debe ser
fortalecida, en particular en los paises en desa-
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rrollo, donde el CaCu estd entre las causas de
mortalidad relacionadas con cancer en mujeres.®

Por otro lado, el cancer es una enfermedad
genética asociada con dano cromosémico e ines-
tabilidad genémica. Un método utilizado con
frecuencia, bien aceptado y minimamente in-
vasivo para monitorear dano genético en pobla-
ciones en riesgo es la prueba de micronudcleos
en células exfoliadas de la mucosa bucal,®!! con
la ventaja de que al utilizar este tejido, tam-
bién es factible cuantificar de manera paralela
otras anormalidades nucleares (AN), como célu-
las micronucleadas (CMN) y ntcleos lobulados
(NL; reflejan dano al DNA), células binucleadas
(BN; dano a la citocinesis) y cromatina conden-
sada (CC), cariorrexis (CR) y caridlisis (CL), que
son indicadoras de citotoxicidad.®!*!? En fechas
recientes esta técnica esta siendo utilizada de
manera exponencial debido a su elevada confia-
bilidad para la deteccién de dafio genotdxico e
inestabilidad genémica en humanos y a que la
mayoria de los tumores son de origen epitelial.'?

Es importante sefialar que se observé ma-
yor frecuencia de CMN en células de la mucosa
bucal (CMB) de pacientes con cancer primario
(incluyendo céncer cervical) comparadas con
las de sujetos control,!* asi como en mujeres
con cancer invasivo y lesiones intraepiteliales
escamosas de bajo y alto grado.'® Por otra parte,
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esta descrita en células exfoliadas de cérvix co-
rrelacién positiva entre la frecuencia de CMN y
los cambios de lesiones premalignas a cancer.'®

Asimismo, la prevalencia de CMN en células
cervicales uterinas exfoliadas fue més elevada en
pacientes con uno o mas factores de riesgo para
Ca cervical que en mujeres sin factores de ries-
g0.'71% Sin embargo, no hay datos acerca de CMN
y AN en células exfoliadas de mucosa bucal de
pacientes con factores de riesgo para CaCU.

El objetivo fue evaluar la frecuencia de CMN
y AN en células de mucosa bucal como medida
de inestabilidad gendémica en mujeres mexica-
nas con factores de riesgo para CaCu.

MATERIAL Y METODOS

Aspectos éticos. Se explicaron los objetivos
a cada participante que fue invitado a formar
parte del estudio, se les aplicé un cuestionario,
se realizé un raspado gentil de muestra de la
mucosa bucal y firmaron consentimiento infor-
mado, mismo que autorizaba a tomar la mues-
tra, revisar el expediente, usar sus datos con
fines de investigacién y publicar los resultados
obtenidos respetando su anonimato. El proyecto
fue aprobado por el Comité de Bioética y Eti-
ca en Investigacion y cuenta con registro (HC
20183005-04) ante el Departamento de Calidad,
Educacién e Investigacion en Salud del Hospi-
tal Civil «Dr. Antonio Gonzalez Guevara».

Diseno. Estudio de casos y controles no pa-
reados.

Poblacion de estudio. La captacién de los
participantes se llevé a cabo en el Departamen-
to de Ginecologia y Obstetricia del Hospital Ci-
vil «Dr. Antonio Gonzalez Guevara» de Tepic,
Nayarit, México. Se trabajé con mujeres de en-
tre 21-56 anos de edad con (grupo-casos) y sin
(grupo-control) factores de riesgo para CaCu;
estas ultimas fueron personas aparentemente
sanas con laboratoriales basicos (biometria he-
matica, quimica sanguinea y examen general
de orina) normales y eran familiares de las mu-
jeres seleccionadas con factores de riesgo.

Los factores de riesgo (FR) que se conside-
raron fueron el inicio temprano de la actividad
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sexual —antes de los 18 afios— (< 18IAST), tres
0 mas parejas sexuales (= 3PS), uso de anti-
conceptivos hormonales (AHO), antecedentes
de enfermedad de transmisién sexual (AETS),
antecedentes familiares de cancer (AFC), tres o
mas embarazos a término (= 3ET), sobrepeso o
mayor indice de masa corporal (= SP).

Todas las participantes fueron entrevista-
das para obtener informacién personal y se les
pidié responder un cuestionario acerca de sus
habitos de fumar, consumo de alcohol y café,
estado de salud, edad, habitos alimentarios,
lactancia, consumo de drogas, anticonceptivos,
antioxidantes, infecciones virales en los tltimos
tres meses, vacunacion y enfermedades heredi-
tarias. Se excluyeron del estudio aquellas par-
ticipantes en quienes se identificé exposicion a
algtin agente inductor de CMN o AN.

Toma, procesamiento y analisis de
muestras. De cada participante incluida en el
estudio se tomaron dos muestras de células de
la mucosa bucal (una de cada carrillo), mismas
que se obtuvieron mediante un raspado gentil
con un portaobjetos de bordes romos después de
un suave enjuague bucal con agua potable. Con
el material obtenido se realizaron dos frotis so-
bre dos portaobjetos codificados.

Cada frotis se dejo secar al aire libre, se fij6
en etanol al 80% por 48 horas y se tifié con ana-
ranjado de acridina (Sigma-Aldrich, México),
0.02 mg/mL de buffer de fosfatos (pH 7.4)."' Con
la ayuda de un microscopio Carl Zeis Axio Sco-
pe Al (Gottingen, Alemania) y objetivo 100x se
contabilizaron 2,000 células para establecer la
frecuencia de CMN y de AN (BN, NL, CC, CR
y CL), mismas que fueron identificadas acorde
con los criterios establecidos por Thomas, To-
rres-Bugarin, Bolognesis y sus respectivos cola-
boradores.®'"!2 Los resultados estan expresados
en 1,000 células.

Criterios de identificacion de CMN y AN
+ (Célula normal (CN): el ntcleo est4 uniforme-
mente tenido, es redondo u oval, no contiene
ningdn otro cuerpo o estructura ademas del

nucleo.
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* (Células micronucleadas (CMN): presencia
de un ntucleo principal y una o mas pequenas
estructuras nucleares (entre 1/3 y 1/16 del
nucleo principal) con la misma intensidad,
textura y plano focal que el nucleo.

* (Células binucleadas (BN): son células que
contienen dos nucleos principales, con mor-
fologia y tincién similar.

+ Cariorrexis (CR): el niicleo se caracteriza por
agregacion de la cromatina nuclear.

* Cromatina condensada (CC): estas células
tienen nucleos tefiidos con intensidad, con re-
giones condensadas o cromatina agregada que
exhibe un patrén nuclear moteado o estriado.

* Nicleo lobulado o prolongacién nuclear,
Brokeneggs (NL-BE): ntcleo con una cons-
triccion.

* Ncleo picnético (PN): es un ntcleo pequetio,
con alta densidad de material nuclear uni-
forme, pero intensamente tenido.

+ Caridlisis (CL): en ellas el nucleo esta vacio por
completo; es decir, hay ausencia total de DNA.

Evaluacion estadistica. Se aplicé la prue-
ba t-Student para muestras independientes
para analizar la edad entre grupos; para el res-
to de las variables se obtuvo el odds ratio (OR)
y se utiliz6 la prueba U de Mann-Whitney; se
considero el valor de p < 0.05 como estadisti-
camente significativo. Las pruebas se llevaron
a cabo mediante el Programa Estadistico para
Ciencias Sociales (versién 16.0; SPSS Inc., Chi-
cago Illinois, EUA); para las figuras se utilizé el
programa GraphPadPism 7.

RESULTADOS

Se colectaron 18 muestras de pacientes con
factores de riesgo para CaCu y 10 de mujeres
sin factores de riesgo; en el cuadro I se puede

Cuadro I. Micronlcleos y anormalidades nucleares asociados a factores de riesgo para cancer cervicouterino.

Dafo en
Daro al DNA citocinesis Muerte celular

Parametros n % MN BN CR+CC CL
Controles 10 100.0 05+0.3 05+0.3 05+0.7 2.8+0.9 50+0.8
OR 9 (1-108)* 18 (2-210)* 153 (7-1698)* 4.7 (1-20) 18 (2-210)*
Casos 18 100.0 1.6 £1.1 *16£1.2 **10.2+5.5 *49+2.3" 8.4 6.1
Factores de riesgo

< 18IAST 8 444 *1.9+0.8 *12+£0.7 101 +4.6 59+37 9.1+83

> 3PS 4 22.2 *1.75+0.9 0.7+05 ¥*122+7.3 6.0+4.2 11.2+11.2

AHO 12 67.2 19+£1.2 *15£1.3 **10.4 £ 6.1 *5.7+3.2 9373

AETS 4 22.2 1.7+0.9 15+1.0 *112+5.7 57+43 115+ 11.0

AFC 7 39.2 “1.7+£0.9 *1.0+0.0 *10.1+£54 6.0+4.0 9.4+88

>3ET 6 33.6 20+14 *2.0+1.1 *12.8+5.4 47+22 *10.0+ 4.4

>8P 14 78.4 1509 *1.7£13 *95+5.3 1] £2 818 82+6.9
Suma de factores

2FR 8 444 1.0+1.3 24+14 *9.7+6.3 32+17 72+28

3FR 4 22.2 *17+05 12+1.2 *11.0+5.7 *55+1.7 9.0+5.9

4 FR 4 22.2 *2.0£0.8 1.0+ 0.0 7.5+ 3.1 *6.5 + 3.1 6.0+£4.2

5FR 1 5.6 2.0 1.0 12.0 2.0 6.0

6 FR 1 5.6 3.0 1.0 19.0 12.0 28.0

Media + desv. CMN = Células micronucleadas, BN = Células binucleadas, NL = Nucleos lobulados, CR+CC = Cariorrexis + cromatinas condensadas, CL =
Cariélisis; OR (Odds ratio-razén de momios); se aplicd la prueba U de Mann-Whitney al comparar con el control; *p < 0.05 0 **p < 0.005, < 18IAST = Inicio de
actividad sexual temprana < 18 afios, > 3PS = Tres 0 mas parejas sexuales, AHO = Anticonceptivos hormonales, AETS = Antecedentes de enfermedad de
transmision sexual, AFC = Antecedentes familiares de cancer, = 3ET = Tres 0 mas embarazos a término, = SP = Sobrepeso 0 mas indice de masa corporal, y

FR = Factores de riesgo.
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Figura 1. Micronicleos y anormalidades nucleares en células de la mucosa bucal de mujeres mexicanas con factores de riesgo para

cdncer cervicouterino.

observar que la mayoria presentd sélo dos de
los factores de riesgo seleccionados; sélo una de
ellas tuvo seis factores de riesgo. Al comparar
ambos grupos, en el promedio de edades no se
identificé diferencia significativa (casos: 35.0 =
11.7, controles: 36.6 + 3.6); en los casos, el in-
dice de masa corporal (IMC) fue mayor (casos:
27.1 + 4.4; controles: 22.5 + 1.6; **p < 0.005) y
nivel socioeconémico menor (*p < 0.05).

Al analizar la frecuencia de MN y AN, como
se observa en el cuadro Iy la figura 1, la fre-
cuencia fue mayor en los casos (p < 0.05); en
funcion de los factores de riesgo, se pudo iden-
tificar que todos influyen en la formacién de
estos biomarcadores; incluso, al considerar el
numero de factores de riesgo presentes en cada
paciente, fue indistinto cuantos factores estu-
vieran presentes: en la mayoria de los casos, la
frecuencia de CMN y AN se observo por arriba
de los controles (p < 0.05). Destacé la paciente
con los seis factores de riesgo, quien presentd
la mayor frecuencia de CMN y AN. En todas
las variables se encontrd asociacion, si bien el
grado de la misma fue variable: la AN que ob-
tuvo mayor grado fue BN, con un OR de 153 (7-
71698) p > 0.0001 (Cuadro I).

DISCUSION

Si bien en este trabajo no se consideran to-
dos los factores de riesgo para CaCu y el ta-
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mano de muestra fue pequeno, cabe sefialar
que fue el primero en evaluar inestabilidad
genémica mediante la prueba de micronu-
cleos en células de la mucosa bucal de pa-
cientes con factores de riesgo para CaCu, y
que da la pauta para continuar con este estu-
dio, porque (como se ve en el cuadro I) todas
las pacientes con factores de riesgo presen-
taron inestabilidad genémica. Por otro lado,
es relevante senalar que la paciente con mas
factores de riesgo fue precisamente quien
tuvo mayor frecuencia de CMN y AN; por lo
tanto, esta prueba podria ser la herramienta
que permita identificar a las personas mas
vulnerables para vigilarlas mas de cerca, ya
que la inestabilidad genémica es un factor de
riesgo para todos los tipos de cancer (inclusi-
ve el CaCu). Por lo tanto, es importante con-
tinuar con esta investigacion.

CONCLUSION

Este estudio sugiere que las pacientes con
factores de riesgo para CaCu sufren de ines-
tabilidad genémica, genoxicidad y citotoxici-
dad debido a que presentaron mayor frecuen-
cia de CMN y AN que el grupo control. Por
lo tanto, da la pauta para continuar con esta
investigacién, ampliar el tamafio de muestra
y considerar todos los factores de riesgo des-
critos para CaCu.
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